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RESUMEN

Los imidazoles son compuestos heterociclicos aromaticos de cinco miembros con atomos de
nitrogeno en la posicion 1,3. Los imidazoles son anfoteros, pueden formar sales con acidos y
complejos con metales, convirtiéndose en importantes precursores en la sintesis de otros
compuestos heterociclicos y como catalizadores en diferentes reacciones quimicas. Estos
compuestos tienen una gran relevancia debido a su amplia gama de aplicaciones en la industria
farmacéutica, agroquimica y de sintesis de materiales. Otra aplicacion importante y actual de
los derivados de imidazol es en la sintesis de estructuras de imidazolato zeolitico (ZIFs), que
representan una subclase de estructuras metal organicas (MOFs), compuestos principalmente de

metales de transicidon coordinados en una estructura tetraédrica.

En el presente trabajo se estudié el comportamiento y se desarrollaron los métodos
cromatograficos mediante RP-HPLC, para el imidazol y sus derivados metil y fenil-sustituidos
en diferentes fases estacionarias, aplicando los principios de la teoria solvofobica para predecir

el tiempo de retencion. Ademas, se reporta la formacion de un dimero del 4-metilimidazol.
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EC-Cys

HILIC
IUPAC
LSERs
Max
MeOH
Min
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mL
MOFs
NP-HPLC
QSAR
RP-HPLC
T

UFZ-LSER database
ZIFs

Abreviaturas

Fase estacionaria dihidroxipropano

Columna Poroshell que posee una cadena hidrocarbonada de 18 carbonos
Funcion

Fase estacionaria grafito

Gramos

Columna con fase estacionaria de hidroxipropano (C3;HsO»)

Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada

Relaciones lineales de energia de solvatacion

Maximo

Metanol

Minimo

Concentracion milimolar

Mililitros

Estructuras metal orgéanicas

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase normal

Relaciones cuantitativas estructura-actividad

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase inversa
Temperatura

Base de datos LSER del Centro Helmholtz de Investigacion Ambiental
Estructura de imidazolato zeolitico



Nomenclatura

%C Porcentaje de carbono

A Absorbancia

a Coeficiente de la basicidad del enlace de hidrégeno en el disolvente

A Acidez del enlace de hidrogeno del soluto

AEPT Altura equivalente de plato teérico

b Ancho de celda

B Basicidad del enlace de hidrégeno

b Coecficiente de acidez del enlace de hidrogeno en el disolvente en la ecuacion 1.16

c Concentracion

E Exceso de refraccion molar

F Factor de asimetria

HA Capacidad de los sustituyentes para aceptar electrones

HD Capacidad de los sustituyentes para donar electrones

k Cocficiente de capacidad cromatografica

K Constate de equilibrio

Ky Coecficiente de capacidad correspondiente a fase movil 100% agua

L Interaccion con la cadena hidrocarbonada en la superficie de la fase estacionaria

log P Logaritmo del coeficiente de particion

m Pendiente de la recta

N Numero de platos tedricos

Pa Indice de polaridad de A

Pas Polaridad de la fase movil compuesta por A y B

Ps Indice de polaridad de B

pH Potencial de hidrogeno

Po Presion atmosférica

Poctw Sistema de particion octanol-agua

r Coeficiente que representa la preferencia de la fase estacionaria para interactuar con los
pares de electrones n y « del soluto

R Constante de los gases ideales

R Exceso de refraccion molar

R? Coeficiente de determinacion

S Soluto

s Coeficiente que mide la polarizabilidad de la fase estacionaria en la ecuacion 1.17

S Polarizabilidad en la ecuacion 1.17

S®chyon Valor asociado a la fuerza del disolvente, asi como a las interacciones particulares del
soluto con la fase movil y la fase estacionaria

T Temperatura

t'mN Tiempo de retencion normalizado corregido

tr Tiempo de retencion

to Tiempo muerto

v Volumen molar del solvente
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1  Fundamentos de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

En 1903, el botanico ruso Mijail Simionovich Tsvet, separd varios pigmentos (clorofilas y
xantofilas) de una planta, al pasar una mezcla de estos componentes a través de una columna de
vidrio empacada con carbonato de calcio, desarrollando la generalizacion de la adsorcion como
un método analitico y las investigaciones detalladas sobre la importancia que juegan los
adsorbentes. Por este motivo Tsvet es considerado el padre de la cromatografia, este nombre no
se le fue dado hasta el afio de 1905, por sus articulos publicados en idioma aleman. La palabra
cromatografia proveniente del griego chroma que significa color, mientras que graphine se

traduce como escribir [1,2].

Tuvieron que pasar alrededor de 30 afios para que los aportes de Tsvet causaran relevancia en
la comunidad cientifica, debido a que los investigadores de su época no entendian el idioma
ruso y la importancia de su descubrimiento, lo trataban como un novato, de poca experiencia.
Sin embargo, las aplicaciones de la cromatografia salieron a luz después de la segunda guerra
mundial y en el afio de 1952 donde A. Martin y R. Synge fueron galardonados con el premio
Nobel por la invencién de la cromatografia de particion. De manera simultanea, Martin y James
habian realizado el desarrollo de la cromatografia gas-liquido. La cromatografia de gases fue
facilmente aceptada por los quimicos en industrias petroleras, porque observaron el gran

potencial de este método [1].

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés) define a
la cromatografia como un método fisico de separacion donde se encuentran los componentes a
separar distribuidos entre dos fases, una de las cuales esta en reposo (fase estacionaria), mientras

que la otra se mueve en una direccion definida (fase movil) [3].

La utilidad de la cromatografia en ciencias de la salud tiene un gran impacto como herramienta
analitica de separacion, cuantificacion y cualificacion de un analito o una mezcla de compuestos
en solucion denominada muestra. Para un sistema cromatografico, la muestra se introduce en
inyecciones de volumen pequefio, a la entrada de una columna, siendo la fase moévil el vehiculo
designado para el transporte los componentes de la muestra y posteriormente llegar a un contacto

con la fase estacionaria, impregnando todos los lugares existentes en su interior, migrando a



través del sistema a diferentes velocidades, es por ello que un analito se separara en relacion a
la afinidad por la fase estacionaria o por la fase mévil. De manera general, cuando un analito es
mas afin a la fase estacionaria, dicho analito permanecera mas tiempo en la columna y por ende
tendra un mayor tiempo de retencion (t,.), en el caso contrario, si dicho analito posee una mayor

afinidad por la fase mévil el tiempo sera menor.

Los modos de elucion en la cromatografia de liquidos de alta eficiencia HPLC (por sus siglas
en inglés High Performance Liquid Chromatography) destacan dos variantes como técnicas
especiales: la cromatografia en fase normal NP-HPLC (Normal-Phase High Performance Liquid
Chromatography por sus siglas en inglés) y la cromatografia en fase inversa RP-HPLC

(Reverse-Phase High Performance Liquid Chromatography por sus siglas en inglés) [3].

La diferencia principal entre estos modos de elucion es la polaridad de la fase estacionaria y
evidentemente de la fase movil, las cuales modulan la interaccion y por ende se ven involucradas
en la separacion de los componentes de una muestra. En NP-HPLC la fase estacionaria posee
una naturaleza quimica polar y la fase mévil empleada es no polar o ligeramente no polar, dos
de los disolventes mas empleados en este tipo de cromatografia son el hexano y el
tetrahidrofurano [2]. Para RP-HPLC el tipo de polaridad es a la inversa, es decir, las fases
estacionarias empleadas en este tipo de cromatografia son no polares, mientras que las fases
moviles son polares como el agua o el metanol. Se estima que el 90% de las separaciones
realizadas son mediante RP-HPLC [4], las razones de esta estadistica incluyen su simplicidad,
la versatilidad y alcance de los métodos utilizados ante la caracteristica dominante de las

muestras: organicas de mediana o baja polaridad.

Las fases estacionarias empleadas en RP-HPLC, han tenido una evolucién a lo largo de los afios,
debido a las modificaciones que se han realizado sobre la superficie de la silice con una cadena
hidrocarbonada con 4, 8 o 18 atomos de carbono (C4, Cg y Cig). Los laboratorios dedicados a
producir este tipo de fases estacionarias han creado una ingenieria para la fabricacion y
desarrollo de fases estacionarias especificas que serian casi imposibles de fabricar mediante

reacciones quimicas convencionales [2].

Al adquirir cierta fase estacionaria los analisis que se pueden realizar estan limitados, porque no

podemos realizar cambios en su estructura. Por lo tanto, para modular las interacciones que



ocurren durante el proceso de separacion se opta por cambiar la constitucion y composicion de
la fase movil. La constitucion se define por la naturaleza del disolvente que conforma a la fase
movil, que suele ser uno o una mezcla de solventes polares o no polares, mientras que la
composicion se refiere al porcentaje de cada constituyente empleado durante el analisis. Este
ultimo concepto permite obtener dos tipos de regimenes: isocratico y de gradiente. El régimen
isocratico estd definido por la constancia de la composicion de la fase movil durante la elucion.
Para el régimen gradiente, la composicion de la fase mévil cambia continuamente con el paso

del tiempo de andlisis [1].

De manera general, para observar la interaccion en la separacion cromatografica, son necesarios
instrumentos que ayuden a percibir algiin cambio durante la elucién de la muestra, es por ello,
que los detectores forman parte primordial del sistema cromatografico, porque permiten
observar y ubicar en el tiempo y espacio la posicion de los componentes de la muestra [5]. El

esquema general de un sistema cromatografico (HPLC) y las funciones de sus componentes se

= =

describen a continuacion.

Figura 1.1 Representacion general en un sistema HPLC modular.



El orden de las etiquetas, estan relacionados con el flujo de la fase mévil, a continuacion, se
describen cada uno los componentes: (1) Reservorio de la fase movil: Recipiente que contiene
en su interior a la fase movil. (2) Mezclador: Encargado de modular la constitucion de la fase
movil. (3) Bomba: Su funcidon es mantener un flujo constante de la fase mévil por las tuberias
de todo el sistema cromatografico, que va desde el reservorio hasta el recipiente de desechos.
(4) Zona de muestra/inyeccion: En esta seccion se ubican las muestras en recipientes
denominados viales. Se encuentra también un brazo automatico (algunos equipos pueden no
tener este aditamento, por ende, emplearan un sistema distinto) que toma la muestra y la
incorpora a la fase mévil por medio de una aguja. (5) Columna: Cosiste de un tubo de acero
inoxidable que contiene una fase estacionaria en su interior. Esta fase es responsable de la
separacion de los componentes de la muestra. En esta parte se puede encontrar un sistema
termostatico, cuya funcién es realizar un calentamiento a los alrededores de la columna
permitiendo realizar inyecciones a diferentes temperaturas. (6) Detector: Responsable de medir
alguna propiedad del analito cuando este sale de la columna. (7) Computador: Su funcion
principal es transformar las sefiales eléctricas emitidas por el detector en una representacion
binaria y luego en un grafico de respuesta conocido como cromatograma. (8) Residuos:

Recipiente donde se recolecta la fase mévil junto con los componentes de la muestra.

Existen dos clasificaciones para los detectores: generales y selectivos. Los detectores generales
miden alguna propiedad fisica de la fase movil, mientras que los detectores selectivos son
sensibles a una propiedad especifica del soluto. Los detectores espectrofotométricos en la region
UV-Vis del espectro electromagnético, operan en la zona que abarca de los 200 a los 800 nm y
son los detectores mas utilizados. Este tipo de detectores produce una sefial de absorbancia
proporcional a la concentracion del soluto que es irradiado por ldmparas de xenon o argén, y se
observa a una longitud de onda caracteristica. Sus principales ventajas son que permiten detectar
solutos en concentraciones bajas, no se ven afectados significativamente por los cambios de

temperatura o la velocidad de flujo y no destruyen la muestra [2].



La concentracion del analito que eluye al final de la columna se determina mediante la Ley de

Lambert-Beer, que se expresa en la siguiente ecuacion (1.1):
A= ebc (1.1)

donde A4 es la absorbancia; € es la absortividad molar; b es el ancho de la celda y ¢ es la

concentracion del analito.

1.2 Concepto de hidrofobicidad y de coeficiente de particion log P

La hidrofobicidad se define como la tendencia relativa de un compuesto a ser facilmente soluble
en la mayoria de los solventes hidrofobos (no polares), pero solo escasamente soluble en agua
[6]. Para la IUPAC, el concepto de hidrofobicidad se refiere a la asociacion tanto de grupos
funcionales como de moléculas no polares en un entorno acuoso, donde las moléculas de agua

tienden a excluir las moléculas no polares [7].

La hidrofobicidad de un soluto se expresa generalmente por el coeficiente de particion log Pow.
Este parametro se calcula mediante un método llamado "método de agitacion en matraz" (shake
flask) y es reconocido como un estdndar para medir la hidrofobicidad de un analito. Esta técnica
implica disolver la sustancia de interés en un volumen de n-octanol saturado con agua, y luego
realizar una particion en un embudo de separacion que contenga agua y n-octanol. El método se
basa en el trabajo de Hansch [8] y los valores obtenidos del sistema de particion n-octanol-agua
(P,ct—w) se consideran adecuados para caracterizar las interacciones entre sustancias quimicas
y sistemas biologicos. Este modelo de particion octanol-agua es una buena referencia para
modelar las barreras de permeacion bioldgica y los sitios de adsorcion. Las constantes obtenidas
han proporcionado la base fisicoquimica para numerosos estudios sobre Relaciones

Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) [6,9,10].

1.3 Teoria solvofobica

La teoria solvofobica para la cromatografia de liquidos fue propuesta en 1976 por Horvarth y
Melander, quienes se basaron en trabajos previos de O. Sinanoglu [11-13]. Para dicha teoria, el
proceso cromatografico se ve como una asociacion reversible del soluto con la cadena

hidrocarbonada hidrofobica de la fase estacionaria, y se considera la influencia de la fase mévil



en el proceso de esta interaccion, originando el factor de capacidad que caracteriza las fuerzas
solvofobicas de la mezcla de disolventes. La diferencia de las interacciones hidrofobicas en
comparacion con las fuerzas ionicas (6 por puente de hidrégeno) originan una atraccioén neta.
En el proceso cromatografico, estas atracciones estdn dadas por las interacciones de la fase
movil (agua-modificador organico), la fase estacionaria (cadena hidrocarbonada del tipo no

polar) y el analito (zonas moleculares no polares).

Para describir las interacciones en la cromatografia de liquidos, se propone una expresion en la
que el soluto (S) interactua con la cadena hidrocarbonada en la superficie de la fase estacionaria

(L). La ecuacion (1.2) se utiliza para representar esta interaccion.
S+LaSL (1.2)

donde el complejo formado SL, estd formado por las interacciones hidrofébicas,

caracterizandolo por una constante de equilibrio (1.3).
K=—"= (1.4)

En las asociaciones moleculares en disolucion, existen dos procesos que dependen de la forma
en que las especies involucradas interaccionen. En el primer proceso, las moléculas de Sy L
interactiian para producir SL en una fase hipotética gaseosa, sin intervencién de la fase movil.
En el segundo proceso, las especies asociadas forman complejos con la fase mévil empleada de

manera individual.

Horvath y Melander consideran que se requiere un cambio de energia para introducir el soluto
en la fase movil. Este cambio se expresa como la diferencia entre la variacion de energia libre
necesaria para crear una cavidad y el acomodo de una especie j en el disolvente (AF ;). El
acomodo se debe a la interaccion entre las especies y las moléculas del disolvente circundante

(AF; ;). Por lo tanto, el cambio total estandar de energia libre se expresa como:
AF; = AF,; + AF;; + RT In (RT/p,V) (1.5)

donde el ultimo termino contiene el volumen molar del solvente (V) y la presion atmosférica

(po)- La ecuacion (1. 6) describe el cambio de energia libre, mientras que la ecuacion (1.7) que



involucra este mismo cambio, pero ahora considerando las especies involucradas en el proceso

cromatografico en la solucion viene dada por:

AFjo = Avaw,assoc + (AFC,SL + AFi,SL) - (AFc,S + AFi,S) - (AFc,L + AFi,L) + RT In (RT/pOV) (1 8)

que involucra a las fuerzas de Van der Waals (AF, £y, assoc), ademas de las interacciones y la

energia que se necesita para poder realizar una cavidad del soluto en la fase movil.

Horvath y Melander describen la ecuacion para la constante de equilibrio termodinamico K que
rige la retencion de solutos en el proceso cromatografico, la cual, segun el modelo propuesto
por estos autores, estd relacionado con cambio de energia libre y viene dado por la ecuacion
(1.6):

AFgssoc
InK = — “RT (19)

También se consideran aquellos experimentos cromatograficos que se realizan a diferentes
temperaturas. Para estimar el efecto de la temperatura sobre el factor de capacidad, se debe
recordar la ecuacion de Van't Hoff, que expresa el cambio de entalpia estandar, AH 45, para la

interaccion de fase soluto-fase estacionaria y viene dada por la ecuacion (1.7):

d(RInkK

S = —DHissoc (1.10)
Con las expresiones anteriores, los autores demostraron que la fuerza solvofobica del eluyente
se caracteriza por las propiedades de la fase movil, donde la tension superficial juega un papel
importante en la cromatografia de fase inversa. Ademas, observaron que la magnitud de la
retencion de los solutos estd determinada por el balance energético de las siguientes
interacciones: soluto-fase estacionaria, fase moévil-fase estacionaria y soluto-fase moévil. La
cromatografia hidrofobica es comandada por las ultimas dos interacciones, mientras que la

solubilidad del soluto explica la retencion relativa en el proceso cromatografico [14].

1.4 Relacion del coeficiente de capacidad cromatografica con el log P,
A pesar de que el método del matraz agitado es considerado como un estandar en las mediciones
de la hidrofobicidad de un compuesto [10,15], persisten algunos factores que afectan la

determinacion de valores de log P,._,,, entre los que destacan: la hidrofobicidad de los



compuestos cuando los valores del coeficiente de particién son bajos, formacion de micelas o
microemulsiones en la fase acuosa, inestabilidad del soluto en la fase acuosa,
disociacion/asociacion de solutos polares, volatilidad del solutos, presencia de impurezas y

ademas de ser una técnica lenta [16].

Por estas razones, se han descrito propuestas para emplear datos del coeficiente de capacidad
(k), expresado en la siguiente ecuacion (tg — t,)/ to, que sea obtenido mediante cromatografia
de liquidos en fase inversa (RP-HPLC), para la prediccion de los coeficientes de particion
log P, ;. Utilizando el método de RP-HPLC se evitan los problemas mencionados anteriormente
y destacan las ventajas de esta técnica, como la posibilidad de usar una pequefia cantidad de
muestra, controlar el pH, realizar las determinaciones de forma rapida y automatizada. Las fases
estacionarias comunmente utilizadas son Cg y Cis debido a que poseen cadenas hidrocarbonadas
hidrofobicas, lo que las hace adecuadas para medir sistemas bioldgicos con propiedades

similares.

1.5 Dependencia de t,- con la composicion de la fase movil y concepto de log k,,

Si se considera una fase moévil constituida por agua y metanol, siendo el metanol el modificador
organico, estudios realizados por medio de RP-HPLC [15,17—-19], han mostrado una tendencia
de tipo lineal, con respecto al tiempo de retencion (¢,-) a medida que cambia la composicion del
modificador organico. Los modificadores organicos mas empleados son el metanol, acetonitrilo
y tetrahidrofurano. El metanol produce fuertes puentes de hidrogeno donantes. Los
modificadores como el acetonitrilo y tetrahidrofurano son aceptores de puente de hidrogeno
relativamente débiles. El objetivo principal del modificador es modular la polaridad de la fase
movil y favorecer la interaccion del analito, la fase movil y la fase estacionaria, los tres factores

principales responsables de la retencion.

El valor de log k,, representa la retencion del analito cuando la polaridad de la fase movil es
10.2. Este valor corresponde al indice de la polaridad del agua [20]. Los valores log k,, [21] son
tomados como un parametro que mide la hidrofobicidad de un compuesto ya que posee una

relacion lineal con el coeficiente de capacidad log P, ... Esta relacion se expresa en la ecuacion

(1.8):



log P,.t =mlogk,, +b (1.11)

El método empleado para calcularlo es mediante extrapolacién analitica, que consideran
factores constantes en las mediciones utilizando RP-HPLC con inyecciones del analito a la
misma velocidad de flujo, la temperatura y el volumen de muestra, realizando solo variaciones
de la composicion de la fase movil. Este pardmetro fue utilizado por Thus et al [22,23] y
destacan que existe una relacién en columnas con fases estacionarias con grupos fenilo y Cis

para compuestos aromaticos.

1.6  Prediccion de la retencion

Los estudios experimentales realizados por diversos investigadores han permitido obtener
valores del coeficiente de capacidad (k) para una gran variedad de analitos utilizando distintas
fases moviles y estacionarias. La combinacion de estos datos experimentales con las
caracteristicas de los analitos bajo condiciones especificas ha permitido a los autores proponer
modelos matematicos que describen la retencién en cromatografia [24-27]. Estos modelos de
retencion describen tedricamente los efectos de las condiciones a los que estan expuestos los
analitos y se desarrollan con el fin de interpretar los graficos lineales observados. Con
frecuencia, se grafica el logaritmo natural del factor de capacidad (k) en funcion de la
concentracion del modificador del eluyente para una familia de compuestos. De esta manera, se

obtienen valores cercanos a los reportados en la literatura [1].

Uno de los trabajos pioneros fue del investigador Kiyokatsu ef al [5], quien propone un sistema
de prediccion en dos fases estacionarias, Cs y Cis, empleando distintas composiciones de fase
movil constituidas por acetonitrilo-agua, en régimen isocratico, para predecir el tiempo de
retencion de compuestos derivados del alquilbenceno. El modelo propuesto tiene como
fundamento la relacion que existe entre el parametro de solubilidad log P, y el coeficiente de
capacidad cromatografica (k), que guarda una relacion con la retencion de los analitos analizados
mediante RP-HPLC. Asi mismo realiza calculos de regresion lineal multiple para este grupo de

compuestos en equilibrio con la fase estacionaria, obteniéndose errores relativos del 15%.

1.7  Correlaciones estructura-retencion
La conexioén que existe entre la estructura quimica de moléculas respecto a su actividad

bioldgica, es denominada OSAR [28], que es un modelo utilizado en quimica, biologia e



ingenieria. Su finalidad es correlacionar variables predictoras, denominados descriptores,
empleado parametros fisicoquimicos y relacionarlos con una variable de respuesta, evaluando
la actividad bioldgica [29], de manera cuantitativa para una familia de compuestos quimicos.
Uno de estos descriptores empleados es el logaritmo del coeficiente de particion log Pow
generalmente aceptado para correlacionar la estructura-actividad en la prediccion de la actividad
biologica y farmacéutica de compuestos, debido a que estd considerando una medida de la
hidrofobicidad de las moléculas. Los valores se calculan mediante estudios realizados por
HPLC. Su fundamento se basa en la relacion que existe entre & y la fraccion del metanol en la

fase movil, propuesta por Snyder [30]. Esta relacion se presenta en (1. 12):
Ink”=1n kO -S (pCH30H (113)

donde In k° relaciona el valor de k" de un compuesto cuando la constitucion de la fase movil es
agua. S @cu,on €s un valor que tiene asociada la fuerza del disolvente, asi como las

interacciones particulares del soluto con la fase movil y la fase estacionaria.

En 1983 Harnish et al [23] reportaron la relacion que existe entre coeficiente de capacidad log
Poy y la relacion con ky,, calculada de los trabajos experimentales mediante extrapolacion

analitica. Los autores proponen una relacion entre log k con log P, con la siguiente expresion:
logP,, =a+blogk’ (1.14)

Los resultados de este estudio permitieron correlacionar estructuras de 8 moléculas derivadas

del alquilbenceno con fase movil constituida por metanol mediante RP-HPLC.

Otro trabajo es el de Koopsmans et al [31] quienes analizaron las metodologias de diferentes
modelos en la determinacion los valores coeficiente de particion log P,,,, por tres métodos
distintos para alquilbencenos. Las conclusiones de este trabajo son que el método es adecuado
para la prediccion de estas moléculas mediante correlaciones estructura-retencion.
Posteriormente, en el afio de 1985, Thus et al [22], estudiaron el comportamiento de dos
columnas con dos fases estacionarias de naturaleza fenilo y Cis, en la prediccion de la retencion
de 29 compuestos con estructuras aromaticas utilizando RP-HPLC. Reportaron que el factor
temperatura influye en la distribucion de los analitos entre la fase estacionaria y la fase movil.

Una de las principales ventajas de los métodos que utilizan RP-HPLC es su velocidad en la
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determinacion del log P de los analitos de interés en comparacion con los métodos

convencionales, como el método del matraz de agitado.

1.8 Base termodinamica de la retencion cromatografica

En el afio de 1986, Hancock ef al [32] obtuvieron parametros termodindmicos para un péptido
y la hormona de la insulina mediante RP-HPLC. La tendencia que observaron fue que a medida
que se aumenta la temperatura durante los andlisis, la retencion de los analitos tiende a
disminuir. En relacion con la adsorcion fisica, este resultado significa que, con el aumento de la
temperatura, la adsorcion disminuye; lo cual es congruente con el cardcter exotérmico de la
adsorcion fisica. Posteriormente, Galushko [33] calcul6 la retencion y la selectividad de distintas
fases estacionarias, utilizando como fase moévil metanol para un conjunto de analitos y
determind los valores de In k£ empleando RP-HPLC. Ambos trabajos son de suma importancia
porque utilizan una expresion matematica que relaciona el logaritmo natural del coeficiente de

capacidad con la energia libre de Gibbs. Esta relacion, se expresa en la ecuacion (1.11):
-AG
In k—?+lngo (1.15)

donde & corresponde al coeficiente de capacidad cromatografica; AG representa el cambio de la
energia libre de Gibbs durante la adsorcion; R la constante universal de los gases ideales; T la
temperatura en Kelvin (K) y por ultimo ¢, que representa la relacion de las fases. Este cociente
guarda una relacion entre el peso de la fase estacionaria y el volumen de la fase moévil. Se calcula
mediante el peso del material de empacado en la columna en gramos (g) considerando la
fraccion en peso de la fase hidrocarbonada (en porcentaje %) que contiene la fase estacionaria

y el volumen de la fase mévil en mililitros (mL).

Experimentalmente se realizan inyecciones a una temperatura especifica para alcanzar el
equilibrio entre los analitos en las dos fases. En este estado de equilibrio, se determina el
coeficiente de capacidad (k) correspondiente a dicha temperatura. Los cambios de temperatura
permiten observar un cambio en el coeficiente de capacidad, que permiten relacionar el
comportamiento de los analitos y calcular sus propiedades termodinamicas como energia libre
de Gibbs, su entalpia y entropia de la adsorcion de analitos en disolucion (fase movil) sobre
fases estacionarias. Por lo tanto, el uso de RP-HPLC se considera una técnica adecuada para

estudiar la adsorcion de solutos en disolucion.
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Las ecuaciones que permiten la determinacion de las propiedades termodinamicas mencionadas

son las siguientes:

AGuys = —RT (Ink” — In @) (1.16)
AHygs = AGggs + TAS s (1.17)
TAH 45 = ASggs — AGags (1.18)

1.9 Relaciones lineales de la Energia de solvatacion

En 1983 Jinno et al [9] relacionaron el logaritmo del factor de capacidad cromatografica (k),
con descriptores del tipo topoldgico, como el indice de conectividad y el factor de correlacion,
ademas de los descriptores geométricos, el area y volumen de Van der Waals asi como el
parametro hidrofobico, en la prediccion de la retencion en compuestos sustituidos de benceno
utilizando RP-HPLC. También consideraron la habilidad de los grupos sustituyentes para actuar
como donadores o aceptores de electrones. En ese trabajo [9], los resultados concluyeron que
solo el parametro hidrofobico es de suma importancia debido a que tiene una mayor relacion
con la retencion para los solutos analizados. Esta relacion estd dada en la siguiente expresion

(1.15):
log k" =am+b(HA—HD) +c (1.19)

donde a, b y ¢ son constantes; m, es el parametro hidrofébico y HA - HD son la capacidad de

los sustituyentes para aceptar (HA) y donar electrones (HD).

Posteriormente, Szepesy [34] evalud un total de 19 columnas con distintas fases estacionarias,
utilizando el modelo de relacion energética de solvencia lineal LSERs (Linear solvation energy
relationship, por sus siglas en inglés). Este comportamiento se realiza utilizando la ecuacion

(1.16):
logk = c+ 1R, +smy + aZal + bXBY + vV,  (1.20)

donde c, es el intercepto; r, es una medida de la preferencia de la fase estacionaria para
interactuar con los electrones n y p del soluto; s, es coeficiente que mide la polarizabilidad de

la fase estacionaria [34]; a es una medida de la basicidad del enlace de hidrogeno en el
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disolvente; b es una medida de la acidez del enlace de hidrégeno en el disolvente y v, representa

la hidrofobicidad.

Los parametros restantes estan relacionados con las propiedades del soluto: como R,, que
representa el exceso de refraccion molar; 15, polarizabilidad; Xal y X2 representan donadores

acidos y basicos; mientras que V,, representa el volumen caracteristico de McGowan.

Los valores que pueden tomar los coeficientes de la ecuacion que afectan al factor de capacidad
cromatografica (k), son negativos cuando la interaccion molecular con la fase mévil es mas
fuerte, por ende, la retencion disminuye y son positivos cuando, las interacciones moleculares

son mas fuertes con la fase estacionaria, reteniendo mas a los analitos.

La ventaja principal del modelo LSERs estd en su capacidad para describir el proceso de
retencion cromatografica de forma independiente, debido a que considera las interacciones de

las moléculas de manera particular, tanto para la fase movil, la fase estacionaria y el soluto.

Los valores de los descriptores planteados por LSERs de trabajos realizados por Abram et al
[35-37] en RP-HPLC asi como por diferentes investigadores a lo largo de los afios, se han
recopilado en una pagina web de acceso libre, llamada UFZ-LSER database [38], donde se
pueden calcular los valores del coeficiente de particion de mas de 3,700 compuestos neutros
analizados en diferentes composiciones y constituciones de fase moévil. La ecuacion UFZ-

LSERs empleada para los imidazoles estudiados se expresa a continuacion:
SP=vV+sS+ad+bB+eE+c (1.17)

donde V, representa el volumen molar de McGowan; S, polarizabilidad o también llamada
bipolaridad [38]; 4, acidez del enlace de hidrogeno del soluto; B, basicidad del enlace de

hidrogeno del soluto y E, exceso de refraccion molar.
1.10 Imidazoles y su importancia

Los imidazoles surgieron del calentamiento a 50 °C de resinas de aminoamidas. El imidazol
(Figura 1.2), es un compuesto cuya estructura consta de un heterociclico aromatico de cinco
miembros con atomos de nitrégeno en la posicion 1,3. Su nombre fue establecido por el quimico

aleman Arthur Rudolf Hantzsch en 1887. De manera general, los imidazoles pueden reaccionar
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como acido o como una base (son anfoteros). Esta propiedad les permite formar sales con acidos

y complejos con metales [39,40].

4

3N \5

S\—NH

1
Figura 1.2 Estructura quimica del 1H-imidazol.

La rama de la quimica que se encarga del desarrollo, interpretacion e identificacion de los
mecanismos de accién en compuestos activos bioldgicamente a nivel molecular, es llamada
quimica medicinal. El imidazol posee una estructura ionizable, polar y aromatica que le confiere
propiedades farmacocinéticas; por ende, es utilizado en la optimizacion de la solubilidad y
biodisponibilidad de moléculas poco solubles. El anillo de imidazol forma parte de las
estructuras de compuestos naturales y es incorporado en productos de valor biologico que
incluyen la histidina (presente en proteinas y enzimas) y biotina (preserva la mielina que protege

a las células nerviosas).

Es asi como un nucleo imidazol forma parte de la estructura principal de algunos componentes
bien conocidos del organismo humano: la vitamina B12, uno de los componentes de la estructura

fundamental del ADN, las purinas y la histamina [41].

Los derivados de imidazol poseen una amplia actividad farmacoldgica entre las que destacan su
actividad analgésica y antiinflamatoria [42], actividad cardiovascular [43], actividad antifingica
[44,45], antiviral [46], antidepresiva [46], antituberculosa [41], anticancerigena [41,46],

antimicrobiana [46], asi como su actividad enzimatica [47].

El imidazol también se ha usado ampliamente como inhibidor de la corrosion de los metales
hierro, zinc, cobre, y el acero inoxidable. Tanto el compuesto, como sus derivados son efectivos
inhibidores debido a la excelente transferencia intra-molecular de protones en su estado excitado

porque esto eleva el desempefio de la adsorcion sobre la superficie metalica [48].
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Otra aplicacion importante de los imidazoles es su uso en la sintesis de ZIFs que son una
subclase de las estructuras metal organicas (MOFs), compuestos principalmente de metales de
transicion coordinados en una estructura tetraédrica. La topologia de los ZIFs es similar al de
las zeolitas debido al angulo metal-imidazol-metal es de 145°, similar al del enlace Si—O-Si
en las zeolitas. Los ZIFs se caracterizan por poseer estabilidad térmica y quimica, por esta razon,

son considerados materiales prometedores en multiples aplicaciones.

Las busquedas cientificas actuales tienen como objetivo, descubrir en la medida de lo posible,
una gran variedad de derivados de imidazol que sean tolerables y efectivos, en medios
bioldgicos convencionales, asi como la sintesis de materiales que posean caracteristicas

significativas para el medio ambiente y la humanidad [49,50].
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1.11 Objetivos

1.11.1 Generales

Estudiar la retencion del imidazol y sus derivados metil y fenil-sustituidos para evaluar la
influencia de la composicion de la fase moévil, la fase estacionaria y la temperatura de la columna

en cromatografia de liquidos en fase inversa en relacion con la teoria solvofébica.

1.11.2 Especificos

e Determinar el tiempo de retencion del imidazol y sus derivados metil y fenil-sustituidos
mediante cromatografia liquida de fase inversa.

e Ajustar las dependencias del factor de capacidad cromatografica con la polaridad.

e Determinar pardmetros termodindmicos de imidazoles metil y fenil-sustituidos.

e Caracterizar la compensacion entalpia—entropia.

« Determinar log 4,y correlacionarlo con log Po..

e Predecir el tiempo de retencion para los imidazoles metil y fenil-sustituidos.

e Correlacionar los valores experimentales de In k£ con los valores tedricos.

e Correlacionar la retencion con los parametros estructurales de los imidazoles.

e Optimizar la separacion cromatografica de imidazoles en mezcla.

e Explorar la formacion de asociados de imidazol metil sustituido.
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1.12 Justificacion

La hidrofobicidad de un soluto se expresa generalmente por el coeficiente de particion log P.
Este parametro se calcula mediante un método llamado "método de agitacion en matraz" (shake
flask). Sin embargo, en este método persisten algunos factores que afectan su medicion.
Utilizando el método de RP-HPLC se evitan estos errores y ademads se presentan ventajas como:
usar una pequena cantidad de muestra, controlar el pH, realizar las determinaciones de forma

rapida y automatizada.

El nucleo imidazol forma parte de la estructura principal de algunos componentes bien
conocidos del organismo humano: la vitamina B12, uno de los componentes de la estructura
fundamental del ADN, las purinas y la histamina [41]. La importancia de los imidazoles en la
actualidad se debe que poseen una amplia actividad farmacologica, de sintesis de marcos de
imidazolato zeolitico (ZIFs) y su uso como inhibidor de la corrosion de los metales hierro, zinc,

cobre, y el acero inoxidable.

La investigacion planteada contribuye de manera significativa, en la determinacion de los
parametros de retencion, que son adecuados para simular la hidrofobicidad de compuestos en
sistemas biologicos, mediante el estudio cromatografico en columnas y cromatografos
modernos, para describir cuantitativamente la naturaleza hidrofobica del imidazol y sus

derivados metil y fenil-sustituidos.

1.13 Hipotesis

A partir de los principios de la teoria solvofobica se podrd predecir el comportamiento de

retencion para imidazoles metil y fenil-sustituidos en cromatografia de liquidos en fase inversa.
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CAPITULO 2. PARTE EXPERIMENTAL

En este capitulo se describe la metodologia del trabajo de investigacion. En la Figura 2.1,
se muestra un esquema general de la tesis, dividido en tres etapas fundamentales: el trabajo
previo al estudio cromatografico, el desarrollo del estudio cromatografico y finalmente la

recopilacion y el tratamiento de datos obtenidos.

TRABIEJS (% 511}%’10 AL TRABAJO TRATAMIENTO DE
CROMATOGRAFICO CROMATOGRAFICO DATOS
|| Preparacion de Fases estacionarias: Cromatogramas
soluciones C4,Cy,Ci5, DHP y G
Espectros de Determinacion del Grégc?s }((l)g dk Vs
=1 absorcion UV-Vis de tiempo muerto olanda
los imidazoles

Graficos log V'r’ vs
Temperaturas y fases /T

moviles

Prediccion de la
retencion

Separacion de
mezclas modelo

Figura 2.1 Esquema general de trabajo.
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2.1.  Procesos no cromatograficos
Los imidazoles utilizados en esta tesis tenian afios almacenados en el laboratorio. Por esta razon,
se decidid realizar los siguientes procesos: cristalizacion y la obtencion de espectros de

adsorcion en la region UV. La Tabla 2.1 presenta los imidazoles estudiados.

2.1.1. Cristalizacién

Se realizo una cristalizacion para el 2-Fenilimidazol (2-FI), por dos métodos: caliente y frio. Por
el método caliente no se observo cristal alguno en el interior del matraz, mientras que por el
método frio se observaron cristales en forma de aguja. Se opt6 por este ultimo para realizar los
analisis posteriores. Se prepard una solucion madre de 30 mM en metanol para 2,4,5-
Trienilimidazol (2,4,5-TFI) se sonico 15 minutos y se almaceno en el refrigerador. Se transvaso
a una caja Petri y se dejo evaporar el metanol en temperatura ambiente. Se tomaron 0.020745 g
de cristales del 2,4,5-TFI y se disolvieron en 10 mL en metanol resultando una concentracion

de 7mM de este imidazol fenil-sustituido.

2.1.2. Preparacion de disoluciones

Los imidazoles I, 2-El, 4,5-DFI y 2,4,5-TF1 y el nitrito de sodio, se adquirieron con el proveedor

Aldrich Chemical®, el 2-MI y 4-MI con el proveedor Chem Service®, el 1-M1, 1,2-DMl y 2-FI

con el proveedor Merck®, finalmente el 4-FI fue de la marca Fluka®. Los disolventes:

acetonitrilo, dioxano, isopropanol, metanol y tetrahidrofurano, empleados como fase movil,
fueron grado HPLC marca Honeywell Riedel de Haen™. El agua desionizada que se utilizo fue
obtenida mediante un sistema de purificacion Millipore y siempre se verifica que presente una

resistencia de 18.2 MQ cm™. Solo los compuestos 4-FI y el 2,4,5-TFI fueron re-cristalizados.

Con todos los imidazoles, se prepar6 una disolucion madre con una concentracion inicial de 30
mM, a excepcion del 2,4,5-TFI cuya concentracion fue de 7 mM. Todas las disoluciones se
realizaron empleando metanol. Posteriormente se diluy6 para cada imidazol directamente en un
vial de 1 mL, resultando una concentracién final de 3 mM con excepcion del 2,4,5-TFI que fue
de 0.7 mM. Se prepararon dos mezclas modelo con alicuotas de 10 pL de la soluciéon madre,
que fueron aforadas en un vial de 1.5 mL. Los imidazoles contenidos en la primera mezcla
fueron: 1, 2-M1, 4-M1, 1,2-DMI y el 2-EI; mientras que el contenido de la segunda fue: 2-FI, 4-

F1, 4,5-DFl y el 2,4,5-TFI. Todas las disoluciones preparadas se mantuvieron en refrigeracion
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Tabla 2.1 Estructura de los imidazoles estudiados.

Nombre Masa Estructura Nombre Masa Estructura
(Abreviatura) molecular, quimica (Abreviatura) molecular, quimica
gmol! gmol!
Imidazol 68.07 2-etilimidazol 96.13 :
M) . (2-E1) ; N/§5
SN \ 5 \2 NH
}
\ 1
2 NH1
CHs

1-metilimidazol 82.10 2-fenilimidazol 144.17

(1-MD) 5 (2-FI)
Hac\;\l/w 4
2 *Ns
2-metilimidazol 82.10 5 4-fenilimidazol 144.17

(2-MI) 1 HN/} . (4-FT)

4-metilimidazol  82.10 4,5- 220.27

CHj
(4-MI) difenilimidazol
4 (4,5-DFI)
3 N \ 5
\
4

NH
1,2- 96.13 2,4,5- 296.37
dimetilimidazol 3N X s trifenilimidazol
(1,2-DMI) >\ (2,4,5-TFI)
N 1
2
HsC \CH3
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2.1.3. Espectros de absorcion de los imidazoles
Se utilizd un espectrofotometro HACH® DR 5000. Este equipo cuenta con una lampara de

tungsteno en atmosfera gaseosa (visible) y una ldmpara de deuterio (UV), permitiéndole realizar
mediciones en un intervalo del espectro electromagnético de 190 a 1100 =1 nm. Para todos los
imidazoles se decidio realizar un barrido en el intervalo de absorcion ultravioleta de 190-350
nm. En este intervalo se observo un maximo de absorcion correspondiente a su longitud de onda
de maxima absorbancia correspondiente a transiciones n - n* y m — 1", caracteristicos para
compuestos que posean en su estructura heterodtomos y sustituyentes fenil. Todas estas
mediciones se realizaron con celdas de cuarzo y utilizando metanol como disolvente, que

también se usé para registrar el blanco de la linea base.

2.2.  Trabajo cromatografico

En este trabajo se utilizo un cromatografo modular marca Agilent 1260 Infinity II y un detector
de longitud de onda multiple, que tiene un rango de longitud de onda de 190 a 950 nm, este
detector permitio6 la deteccion simultanea de hasta ocho longitudes de onda especificas para los
imidazoles estudiados. Todas las inyecciones se realizaron por triplicado usando distintas fases
estacionarias. Se utilizd6 una fase movil constituida por metanol y agua en distintas
composiciones, manteniendo los siguientes pardmetros constantes: volumen de inyeccion de
3uL, velocidad de flujo de 0.7 ml min' a una temperatura de 35 °C. Los cromatogramas
extraidos se observaron con un detector de longitud de onda multiple a dos longitudes: 210 y

270 nm para los imidazoles metil y fenil sustituidos, respectivamente.

Para la identificacion del dimero de 4-MI se utilizé un cromatografo de liquidos de la misma
marca y serie. Con dos detectores en serie; el detector de arreglo de diodos (DAD) de la serie
1260 Infinity y un espectrometro de masas de triple cuadrupolo con tubo de tiempo de vuelo de
la serie 6520. La separacion cromatografica se realizo con la fase estacionaria Cs, inyectando 1
uL en régimen isocratico 75% MeOH, con 0.1% de acido férmico, con una velocidad de flujo
de 0.7 ml/min. La deteccion en el espectrometro se realizo en modo positivo (+ESI), aplicando
las siguientes condiciones: Un voltaje en el fragmentador de 170 V, un voltaje en el capilar de
3500 V, la temperatura en el gas de secado de 350 °C, una presion en el nebulizador de 50 psi

y en un intervalo m/z 50-500.
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2.2.1. Fases estacionarias y determinacion del tiempo muerto

Las fases estacionarias que se emplearon en este trabajo, asi como el valor del tiempo muerto

(to) se muestran en la Tabla 2.2.

Se seleccionaron estas fases estacionarias debido al aumento de la hidrofobicidad que les
confiere la cadena hidrocarbonada anclada en la superficie de la particula de silice, con

excepcion de la columna Hypercarb, cuya fase estacionaria es grafito no poroso.

Se inyectd una solucion de nitrito de sodio a 0.02% para determinar el valor del tiempo muerto,

monitoreando el pico a una longitud de onda de 220 nm.

Sin embargo, para la fase estacionaria Ca, se reporta el valor de to, el tiempo del metanol, debido

a que se observo un pico antes que la inyeccion del nitrito de sodio.

Tabla 2.2 Valores de tiempo muerto para las distintas fases estacionarias empleando nitrito de
sodio.

Columna Poroshell Ultrapore ~ Nucleosil HILIC-Luna Hypercarb
Marca Agilent Beckman  Macherey-  Phenomenex Thermo
Technologies Nagel Scientific

Fase estacionaria EC-Cys Csg Cs C;3Hs0, C

Longitud, mm 50 75 125 150 50

Diametro interno, mm 3 4.6 4 4.6 2.1

%C 10 6 2 5.7 100

Tamafio de particula, pm 2.7 5 5 5 3

Tamafio de poro, A 120 300 300 200 No porosa

Estabilidad pH 2-9 25-175 2-8 1.5-8 1-14

to, min 0.3205! 0.6862 0.8302 1.865! 0.456!,
0.4802

! Medicion realizada con un conector capilar PEEKSsil, con didmetro interno de 0.1 mm de la marca Phenomenex®.

2 Medicion realizada un conector capilar de acero inoxidable, con didmetro interno de 0.17 mm de la marca Agilent

Technologies.
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2.2.2. Temperaturay fase movil

Solo en la fase estacionaria EC-Cis se realizaron inyecciones a diferentes temperaturas: 28, 32,
36 y 40 °C. Ademas, en esta misma fase estacionaria se emplearon diferentes constituciones de
fase movil empleando agua con: acetonitrilo, dioxano, tetrahidrofurano, isopropanol y metanol.
Para las diferentes composiciones se calcul6 el indice de polaridad de la fase movil, utilizando

la ecuacion:
PAB =¢APA+(DBPB (21)

donde P, y Pg son los indices de polaridad de los disolventes A y B, mientras que @, y ®p

representan las fracciones de volumen de cada uno.

Los valores de polaridad calculados con la ecuacion 2.1 para el caso particular de la composicion
al 60% con los disolventes considerados en este trabajo, se presentan en la Tabla 2.3. La
polaridad de la fase movil metanol-agua para las distintas composiciones que se utilizaron se
presentan en la Tabla 2.4.

Tabla 2.3 Valores calculados de la polaridad de la fase movil con 60% de modificador organico
y 40 % de agua desionizada con indice de polaridad 10.2.

Parametros acetonitrilo dioxano  isopropanol tetrahidrofurano metanol
Indice de polaridad (100%) 5.8 4.8 3.9 4.0 5.1
Polaridad de la fase movil (60%)  7.56 6.96 6.42 6.48 7.14

Tabla 2.4 Valores calculados de polaridad de fase movil con diferentes composiciones de
metanol.

Fraccion de Fraccion de Polaridad dela  Fraccion de Fraccion de Polaridad de la
volumen de volumen de fase movil volumen de volumen de fase movil
agua metanol agua metanol

0 1.00 5.10 0.55 0.45 7.91

0.05 0.95 5.36 0.6 0.4 8.16

0.15 0.85 5.87 0.65 0.35 7.42

0.2 0.8 6.12 0.7 0.3 8.67

0.25 0.75 6.38 0.75 0.25 8.93

0.3 0.7 6.63 0.8 0.2 9.18

0.35 0.65 6.88 0.85 0.15 9.44

0.4 0.6 7.14 0.90 0.10 9.69

0.45 0.55 7.40 0.95 0.05 9.95

0.5 0.5 7.65 1.0 0 10.2
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2.2.3. Separacion de mezclas multicomponente modelo
A continuacion, se describen las condiciones cromatograficas empleadas en la separacion de

mezclas modelo de imidazoles.

Para la separacion cromatografica realizada en la columna Poroshell EC-Cig para una mezcla
de imidazoles fenil-sustiuidos, mediante la elucion en régimen gradiente de agua (A) y metanol

(B). El gradiente de elucion se representa en la Tabla 2.5.

La separacion cromatografica realizada en la columna HILIC para una mezcla de imidazoles
metil-sustituidos, mediante la eluciéon en régimen gradiente de agua (A) y metanol (B) se
representa en la Tabla 2.6.

Tabla 2.5 Condiciones de operacion para la separacion de una mezcla modelo de imidazoles
fenil-sustituidos usando la columna Poroshell EC-Cis.

Condiciones Programa de gradiente
Tiempo, min Porcentaje de B, %
Temperatura, °C 35 0-2 40
Velocidad de flujo, mL min! 0.7 2-8 75
Tiempo de analisis, min 15 8-8.1 40
Volumen de inyeccion, ul 3 8.1-15 40

La separacion cromatografica realizada en la columna Hypercarb para la mezcla de imidazoles
fenil-sustituidos, se realizd en régimen isocratico empleando 100% metanol. Las condiciones
cromatograficas como la temperatura, la velocidad de flujo y el volumen de inyeccion fueron
iguales a las de la columna Poroshell EC- Cig. Con los cromatogramas obtenidos se realizaron
los calculos correspondientes de los parametros cromatograficos: factor de capacidad (k), factor
de separacion (a), factor de asimetria, nimeros de platos tedricos (N) y altura equivalente de
plato teorico (AEPT).

Tabla 2.6 Condiciones de operacion para la separacion de una mezcla modelo de imidazoles
metil-sustituidos en la columna HILIC.

Condiciones Programa de gradiente
Tiempo, min Porcentaje de B, %
Temperatura, °C 35 0-6 90
Velocidad de flujo, mL min! 0.7 6-16 80
Tiempo de analisis, min 20 16-16.1 90
Volumen de inyeccion, ul. 3 16.1-20 90
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se interpretan los resultados obtenidos en la investigacion.

3.1.  Caracteristicas de los imidazoles
3.1.1. Propiedades fisicas y quimicas
Se calcularon y se realizo una busqueda de algunas propiedades fisicas y quimicas para los

imidazoles empleados en esta tesis, los datos, estdn resumidos en la Tabla 3.1.

3.1.2. Espectros de absorcion UV-Vis
Se obtuvieron los espectros de absorcion de los imidazoles, metil y fenil-sustituidos en el
intervalo de longitud de onda en la region ultravioleta del espectro electromagnético, mismos

que se muestran en la Figura 3.1

1.0

B —2-FI
*) — 1Ml ®

—2-MI

—— 4-MI

Absorbancia (UA)

200 210 220 230 240 250 260 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

Figura 3.1 Espectros de absorcidon en la region ultravioleta del espectro electromagnético de los imidazoles (A)
metil-sustituidos y (B) fenil-sustituidos.
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Tabla 3.1 Propiedades de los imidazoles estudiados.

Nombre I

1-MI 2-MI 4-MI 1,2-DMI 2-EIl 2-FI 4-FI 4,5-DFI  2,4,5-TFI
Foérmula Cs3HaN» C4HeN» C4HeN» C4HeN» CsHsN, CsHsN, CoHsN> GCoHsN2  CisHioN2 - CoiHisN2
CAS 288-32-4  616-47-7 693-98-1 822-36-6  1739-84-0 1072-62-4  670-96-2  670-95-1 668-94-0 484-47-9
Masa molar (g mol!) 68.08 82.11 82.11 82.11 96.13 96.13 144.18 144.18 220.28 296.37
"Momento de dipolo (D) 0.0022 0.0204 -4.34
2Polarizabilidad (A%) 7.14 8.9 8.9 8.91 10.66 10.74 17.45 18.18 29.29 39.68
3Area hidrofobica (nm? mol™) 0.04 0.39 0.37 0.34 0.74 0.60 0.87 0.87 1.71 2.55
4Solubilidad intrinseca (mg ml) | 54.281 206.408 148.911 41.212 553.638 66.043 0.562 0.426 0.003
“Refractividad molar (cm?® mol ') 19.01 23.91 23.45 23.6 28.35 28.08 54.11 43.78 68.79 103.89
'pKa, calc 13.4 6.58 13.92 13.78 7.14 13.8 12.67 13.71 12.75 12
’pKa, exper 14.52 13.32 13.42
pKb, calc 6.97 7.52 7.49 7.39 6.3 5.93 4.92
*pKb, exper 6.95 7.85 7.61 8.0 6.48 6.10 5.62 8.92
“log P, calc 0.06 0.23 0.71 0.71 0.80 1.24 1.75 1.75 3.44 5.12
Slog Pow, calc -0.14 0.32 0.32 0.32 0.73 0.73 1.67 1.67 291 3.88

ICalculado con el sitio web Chemicalize.

M. R. Grimmet, Advances in Heterocyclic Chemistry, Volume 12, 1970, Pag 103-183.
3Calculada con el software Physical Properties a partir del 4rea total y superficie hidrofilica.
4 Calculado por el método de adicion de fragmentos con el software Physical Properties.

5 Calculado por el método de Moriguchi con el software Physical Properties.
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Los maximos de absorcion observados en los imidazoles metil-sustituidos corresponden a las
transiciones 6—c* de compuestos que poseen en su estructura heterodtomos como es el caso del
imidazol y sus derivados, mientras que los méaximos de absorcion observados para los
imidazoles fenil-sustituidos corresponden a transiciones T—7*, con sustituyentes con estructura
aromatica, correspondiente a los sustituyentes fenilo. Con los espectros obtenidos se optod por
realizar el estudio formando dos grupos: imidazoles metil-sustituidos y fenil-sustituidos,
detectables a 210 y 270 nm respectivamente, en el detector de longitud de onda multiple del

cromatografo de liquidos.

3.2.  Relacién del coeficiente de capacidad con la hidrofobicidad

Previo a los analisis de todos los imidazoles, se decidio observar la retencion del 2,4,5-TFI. Este
imidazol fue seleccionado por tener una estructura con 3 sustituyentes fenilo que le confieren
una mayor hidrofobicidad, ademas de poseer una alta masa molecular. Este analisis consistio en
observar su retencion en diferentes constituciones y manteniendo constante la composicion de
la fase movil (60% disolvente organico y 40% agua), utilizando los siguientes disolventes:
acetonitrilo, dioxano, isopropanol, tetrahidrofurano y metanol. En la Figura 3.2, se observa el
aumento de polaridad de la fase movil utilizando diferentes disolventes. El orden de su polaridad
es el siguiente: isopropanol < tetrahidrofurano < dioxano < metanol < acetonitrilo. Sin embargo,
esta secuencia no se observa en el t;, donde la serie es: dioxano < tetrahidrofurano <
isopropanol < acetonitrilo < metanol. El dioxano cuya estructura de 6 miembros contiene dos
grupos oxi en las posiciones 1,4, tiene una gran afinidad por el 2,4,5-TFI y no le permite
interactuar con la fase estacionaria. Esto se ve reflejado en tiempo un tiempo de retencioén
pequetio. Otro factor es la solubilidad de cada imidazol en el disolvente en cuestion, aunque no

se haya investigado a profundidad.
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Figura 3.2 Dependencia del tiempo de retencion corregido normalizado t,.,, del 2,4,5-TFI del en la fase estacionaria
EC-Cis con la polaridad de la fase movil a 35 °C.

En comparacion, el metanol posee una estructura quimica con un atomo de carbono y un grupo
hidroxilo en la posicion 1. Este grupo polar apenas es suficiente para mantener disuelto al
imidazol, lo cual habilita su retencion sobre la fase estacionaria. A partir de los resultados
mostrados en la Figura 3.2 se selecciond al metanol como disolvente para las determinaciones

posteriores, debido a su polaridad y el tiempo de retencion en la fase estacionaria EC-Cis.

Todos los imidazoles se inyectaron por triplicado en las diferentes fases estacionarias a distintas
composiciones de fase movil constituida por metanol y agua. Con los datos obtenidos del tiempo
de retencion (¢-) se calculd el logaritmo del factor de capacidad cromatografica (k) en la fase
estacionaria EC-Cig y se relacion6 con la polaridad de la fase movil metanol-agua, realizando
ajustes lineales que permitieron la extrapolacion a la composicion 100% agua (polaridad 10.2)

para determinar log k.. Estos resultados se presentan en la Figura 3.3.
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Figura 3.3 Dependencia del factor de capacidad cromatografica de la fase estacionaria EC-Cs con la polaridad de
la fase movil para los imidazoles sustituidos con grupos metilo: (A) I, (B)1-MI, 2-MI, 1,2-DMI y 2-EI. T 35 °C.

En la Figura 3.3 y 3.4 se observa que todas las curvas presentan una pendiente positiva, lo cual
significa mayor retencion con mayor contenido de agua en la fase mévil, no obstante, los bajos
valores de log P (Tabla 3.2) de los imidazoles metil-sustituidos. En la Figura 3.3 los valores de
log &k de 2-M1, y 1,2-DMI son similares, lo cual indica que estos dos compuestos al mezclarse
tendran dificultad para separarse, debido a que tienen interacciones similares con la fase

estacionaria.

Las pendientes (Tabla 3.3) varian de la siguiente forma: I~1-MI~2-MI~1,2-DMI<2-EI<4-MI.
Esto indica que un grupo metilo en la posicion 1 o 2 del imidazol no influye en la interaccion
del imidazol no sustituido con la fase movil. El grupo etilo en la posicion 2 y el grupo metilo en
la posicidén 4 inducen una menor interaccion solvofébica. La correlacion log k-polaridad es

aceptable de acuerdo con los valores de R?.
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Tabla de 3.2 Valores del ajuste lineal de la retencion cromatografica de los imidazoles
sustituidos con grupos metilo por la fase estacionaria EC-Cig en las dependencias log k = f
(polaridad) a 35 °C.

Imidazol b m R?

1 -0.88+0.12 0.14+0.01 0.94
1-MI -0.88+0.13 0.14+0.01 0.94
2-MI -0.58+0.05 0.12+0.00 0.98
4-MI -3.03+0.05 0.32+0.00 0.99
1,2-DMI -0.52+0.08 0.11+0.00 0.96
2-El -1.68+0.11 0.25+0.01 0.98

En la Figura 3.4 donde se muestra a los imidazoles fenil-sustituidos, se observa un
comportamiento analogo para el 2-F1 y el 4-FI. Esta similitud indica que la posicion (2 o 4) de
un anillo aromatico Cs en el anillo imidazol, no influye sobre la retencidon cromatografica (k).
La misma pendiente m y la misma ordenada al origen b en la Tabla 3.4 se interpretan como una
similar interaccion con la fase movil y la fase estacionaria. A su vez, si se compara a los
sustituyentes fenilo vs metilo en cada una de las posiciones 2 y 4, el sustituyente fenilo tiene
mas influencia sobre la interaccion con la fase mévil cuando se encuentra en la posicion 2 que
en la posicion 4 porque la pendiente para 2-FI respecto a 2-MI difiere en mayor grado que la de

4-FI respecto a 4-M1.

Dos grupos fenilo en las posiciones 4 y 5 no influyen fuertemente en la interaccion con la fase
movil en comparacion con el monosustituido 4-FI (valores de m 0.65 vs. 0.43 en Tabla 3.4),
pero si fuertemente en la interaccion con la fase estacionaria (valores de log k en Figura 3.4). El
2,4,5-TF1 justifica sus altos tiempos de retencion por su fuerte interaccion con la fase
estacionaria y baja con la fase movil indicando un fuerte efecto solvofobico. Comparativamente

con el 4,5-DFI, los valores de b y de m de 2,4,5-TFI, son cercanos.

Este tipo de dependencias se estudian regularmente en fases estacionarias Cig. Sin embargo,
resultd interesante observar el comportamiento de imidazoles en fases estacionarias con

diferente hidrofobicidad: Cg y Ca.
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Figura 3.4 Dependencia del logaritmo del factor de capacidad cromatografica de la fase estacionaria EC-Cis con la
polaridad de la fase movil para los imidazoles sustituidos con grupos fenilo. T 35 °C.

Tabla 3.3 Valores del ajuste lineal de la retencion cromatografica de los imidazoles sustituidos
con grupos fenilo por la fase estacionaria EC-Cis en las dependencias log k = f (polaridad) a 35
°C.

Imidazol b m R?

2-FI -3.10+0.15 0.43+0.02 0.97
4-FI -3.16+0.17 0.43+0.02 0.97
4,5-DFI -4.14£0.16 0.65+0.02 0.99
2,4,5-TFI -5.04+0.16 0.85+0.02 0.99
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Al comparar la disminucion de la retencion con el aumento de la hidrofobicidad de la fase movil
(disminucion de la polaridad) en la Figura 3.5, se observa que el efecto es mayor para el imidazol
metil-sustituido 4-MI que para el fenil-sustitituido 4-FI en ambas fases Cs y Cs, lo cual es una
clara consecuencia de la diferente hidrofobicidad de 4-MI (log P 0.71) vs. 4-FI (log P 1.75) y

de un mayor efecto solvofobico en el 4-FI.
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Figura 3.5 Dependencia del logaritmo del factor de capacidad cromatografica de la fase estacionaria Cs (A) y C4

(B) con la polaridad de la fase movil para el 4-Ml y el 4-FI. T 35 °C.

La influencia de la hidrofobicidad de la fase estacionaria sobre la retencion del 4-FI es similar
en EC-Cig (10 %C) con m = 0.43+0.02 y en Cs (6 %C) con m = 0.424+0.03 y mayor que en Cy
(2 %C) con m = 0.16+0.01, segtn valores reportados en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.4 Valores del ajuste lineal de la retencion cromatografica del 4-M1 y el 4-FI por la fase
estacionaria Cs y C4 en las dependencias log k = f (polaridad) a 35 °C.

Fase estacionaria Imidazol b m R?

Cs 4-MI -5.11+0.58 0.98+0.09 0.96
4-FI -2.32+0.19 0.42+0.03 0.98

Cy 4-MI -3.1240.21 0.64+0.03 0.98
4-FI -0.85+0.10 0.16+0.01 0.95

Para evidenciar un total efecto solvofobico en relacion con el disolvente mas polar posible, se
investigo la interaccion hidrofobica del 2-FI con agua con una fase estacionaria compuesta de
grafito (G). En la Figura 3.6 se muestra la dependencia log k vs polaridad del 2-FI en una
columna Hypercarb. Esta fase estacionaria es 10 veces mas hidrofobica que EC-Cig por el

porcentaje de carbono que contiene.
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Figura 3.6 Dependencia del logaritmo del factor de capacidad cromatografica de la fase estacionaria G con la
polaridad de la fase movil para el 2-FI. T 35 °C.
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Tabla 3.5 Valores el ajuste lineal de la retencion cromatografica del 2-FI por las fases
estacionarias G y EC-Cis en la dependencia log k = f (polaridad) a 35°C.

Fase log k log k& Alog k
%C m R?

estacionaria (100% H»0, P=10.2)  (100% MeOH, P=5.1)

G 100 0.26+£0.05 0.89 1.95 0.63 1.32

EC-Cys 10 0.43+0.02 097 1.29 -0.91 2.2

Al comparar los valores de la pendiente presentados en la Tabla 3.6, se observa una menor
afinidad del 2-FI con la fase mévil (m = 0.26) en presencia del grafito, que cuando la fase
estacionaria es EC-Cig (m = 0.43). En coherencia con la teoria solvofobica, la retencion del 2-
FI se puede atribuir parcialmente a la repulsion del imidazol por la fase movil y en parte a la
interaccion con la fase estacionaria. En igualdad de fuerzas de repulsion del 2-FI con 100% de
agua, la interaccidn con grafito (k= 89) es aproximadamente 5 veces mayor que con EC-Cis (k
= 19) porque esta fase no es totalmente hidrofébica como lo es el grafito. Si la interaccion con
la fase movil tiene lugar, con 100% de metanol, la interaccion con grafito (k = 4.3) es 43 veces

mayor que con EC-Cig (k=0.1).

En la Figura 3.7 se muestran las dependencias para imidazoles metil-sustituidos, obtenidos con
la columna HILIC, la cual contiene una fase estacionaria distinta a las EC-Cis, Cg, C4, descritas
anteriormente y que tienen una cadena hidrocarbonada mas larga o corta. Las columnas HILIC
poseen el grupo diol y su comportamiento no es de adsorcion, es de particion debido a la
distribucion de los analitos en el gradiente de composicion de la fase movil que se forma en la

vecindad de la fase estacionaria.

Se observa que el valor de la pendiente es similar (Tabla 3.7) para todos los imidazoles metil-
sustituidos estudiados. Se presenta claramente la influencia de la posicion de los grupos metilo.
El 1-MI se retiene similarmente como el I y menos que el 2-MI, congruentemente con su
solubilidad intrinseca: 206.4 mg mL™! para el 1-MI y 148.9 mg mL"! para 2-MI. Uno o dos
grupos metilo en posicion 2 del anillo aromatico del imidazol no afecta la retencion ni el efecto
de la polaridad de la fase movil (ver by m en Tabla 3.7 para 2-MI y 1,2-DMI). Tampoco cambia
significativamente la retencion con el crecimiento de la cadena del sustituyente en 2-EI con

respecto a 2-ML.
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Figura 3.7 Dependencia del logaritmo del factor de capacidad cromatografica de la fase estacionaria DHP con la
polaridad de la fase movil para los imidazoles sustituidos con grupos metilo. T 35 °C.

Tabla 3.6 Valores del ajuste lineal de la retencion cromatografica de imidazoles sustituidos con
grupos metilo por la fase estacionaria DHP en las dependencias log k = f (polaridad) a 35 °C.

Imidazol b m R?

| -3.82+0.10 0.69+0.01 0.99
1-MI -3.71+£0.19 0.67+0.03 0.99
2-MI -3.63+0.22 0.78+0.03 0.99
1,2-DMI -3.63+0.19 0.78+0.03 0.99
2-El -3.17+0.42 0.70£0.06 0.96
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3.3.  Termodindmica de la retencidon cromatografica de imidazoles

La relacion que guarda la cromatografia con la termodindmica de adsorcion de un conjunto de
sustancias se puede observar en las dependencias obtenidas del logaritmo del volumen de
retencion (V) en régimen isocratico a diferentes temperaturas: 28, 31, 34, 37 y 40 °C. Las
Figuras 3.8 y 3.9 muestran los datos obtenidos para imidazoles metil-sustituidos y fenil-
sustituidos, respectivamente. Con los valores obtenidos de estas dependencias y utilizando la
ecuacion de Van't Hoff que relaciona la variacion de la temperatura con el logaritmo del
coeficiente de capacidad cromatografica (k) se calcularon la variaciéon de la entalpia de
adsorcion, de la entropia, asi como la energia libre de Gibbs que se reportan en la Tabla 3.8. La
Figura 3.10 muestra que la entalpia de adsorcién se compensa con la entropia por la pendiente
positiva y que cuando se consideran seis imidazoles metil y fenil-sustituidos en la Figura 3.10
(A), el valor de R>= 0.87 y cuando se consideran solo cuatro imidazoles fenil-sustituidos R*>=
0.92 en la Figura 3.10 (B). Los valores de entropia muestran que el proceso de adsorcion fisica
es mas favorable con la consecuente pérdida de movimiento que se compara con valores mas

negativos de entropia.

018 g
® 2Ll
-0.19 -
S -0.20
an
S
]
021 -
]
'0.22 T I T I T I T
3.18 3.21 3.24 3.27 3.30
1/Tx10° , K

Figura 3.8 Dependencia del logaritmo del volumen de retencion corregido de los imidazoles 2-MI y 2-EI con el
inverso de la temperatura en la fase estacionaria EC-C;s y la fase movil 40% MeOH.
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Tabla 3.7 Valores del ajuste lineal de la retencion cromatografica del 2-MI y el 2-EI por la fase
estacionaria EC-Cig en las dependencias log k& = f (polaridad) obtenidas a diferentes
temperaturas: 28, 31, 34, 37 y 40 °C.

Imidazol b m R?
2-MI -0.41+£0.04 0.06+0.01 0.76
2-El -0.28+0.02 0.02+0.00 0.61
0.8
B 2-FI
1 @ 4-FI
| A 45DFI
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Figura 3.9 Dependencia del logaritmo del volumen de retencion corregido de los imidazoles fenil-sustituidos por
la fase EC-Cg con el inverso de la temperatura y la fase movil 60% MeOH.

Tabla 3.8 Valores del ajuste lineal de la retencion cromatografica de los imidazoles sustituidos
con grupos fenilo por la fase estacionaria EC-Cis en las dependencias log k£ = f (polaridad)
obtenidas a diferentes temperaturas: 28, 31, 34, 37 y 40 °C.

Imidazol b m R?

2-FI -2.01+0.06 0.40+0.02 0.97
4-F1 -2.94+0.16 0.68+0.05 0.96
4,5-DFI -2.08+0.14 0.61+0.04 0.96
2,4,5-TFI -3.77+0.24 1.3+0.07 0.97
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Tabla 3.9 Valores obtenidos mediante la ecuacion de Van't Hoff de los parametros
termodinamicos de adsorcion de imidazoles metil y fenil-sustituidos en disolucion 60% MeOH-
H>O sobre la fase estacionaria EC-Cis.

Imidazol % MeOH AH (K mol)  -AS™ (kI mol' K')  AG™® (kJ mol)
2-MI 0.40 5.6 0.01 2.7
2-El 6.5 0.012 2.8
2-FI 0.60 7.8 0.026 -0.05
4-F1 11.8 0.04 0.05
4,5-DFI 15.3 0.039 -3.6
2,4,5-TFI 23.1 0.054 -7.0
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Figura 3.10 Grafica entalpia-entropia de adsorcion por la fase estacionaria EC-Cig de imidazoles metil y fenil-
sustituidos.

Para la comparacion de los valores de retencion (k) obtenidos experimentalmente a 35 °C con
valores calculados a 25 °C se usaron los resultados termodinamicos anteriores determinados
para un grupo de imidazoles seleccionados. En la Tabla 3.11 se muestran los valores
determinados mediante la extrapolacion analitica de la ecuacion de la recta log k = f (Polaridad)
al valor de polaridad 10.2 que corresponde a la fase movil con 100% agua y que como se
desarroll6 en los antecedentes, log kv es comparable con log kow 0 con log P. También se
incluyen los valores calculados del logaritmo del coeficiente de distribucion Poctanol-agua (lOg
Powca) calculados por medio del método de Moriguchi a 25 °C con el software Physical

Properties. Se presenta la diferencia entre los valores experimentales y calculados, A log P.
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Tabla 3.10 Comparacion de los valores de hidrofobicidad calculada y experimental, obtenida de
las dependencias del factor de capacidad k. con la composicion de la fase movil en las distintas
fases estacionarias.

Fase Imidazol log k33,6 log k23,6 log P3G AlogP
estacionaria
EC-Cis 1 0.55 -0.14
1-MI 0.55 0.32
2-MI 0.64 0.72 0.32 0.4
4-MI 0.23 0.32
1,2-DMI 0.60 0.73
2-El 0.87 1.03 0.73 0.3
2-F1 1.29 1.33 1.67 0.34
4-F1 1.23 1.34 1.67 0.33
4,5-DFI 2.55 2.64 291 0.27
2,4,5-TF1 3.63 3.86 3.88 0.02
Cs 4-MI 4.88 0.32
4-F1 1.96 1.67
Cs 4-MI 341 0.32
4-F1 0.78 1.67
C (Hypercarb) 2-F1 1.95 1.67
DHP (Luna- I
HILIC) 3.21 -0.14
1-MI 3.12 0.32
2-MI 4.32 0.32
1,2-DMI 4.32 0.32
2-El 3.97 0.73

En general, se observa mayor congruencia de los valores log k3%°C determinados en este trabajo
con los calculados logP23°C, en la fase estacionaria EC-Cis en comparacion con las fases
estacionarias Cs4, Cs 0 DHP. Ademas, los valores obtenidos en estas fases estacionarias son
incongruentes con la polaridad que presentan los imidazoles metil-sustituidos. En cambio, para
los imidazoles hidrofobicos fenil-sustituidos 2-FI y 4-FI, el valor experimental se aproxima mas
al calculado con las fases estacionarias Cg y C (G, grafito) que con la fase EC-Cis. En la Tabla
3.11 s6lo se comparan, con el valor de A log P, valores obtenidos a la misma temperatura (25
°C). La magnitud de A log P varia en la fase estacionaria EC-Cig entre 0.02 y 0.4,
correspondiendo la mejor aproximacion al 2,4,5-TFI, la molécula mas hidrofobica. Para los
isomeros 2-F1 y 4-FI, los valores de logkZ2%,S, son similares entre si, como lo son los valores
calculados. Debe mencionarse que no existen valores experimentales reportados de log P o de

log kow para ninguno de los imidazoles estudiados.

39



3.4.  Prediccion de la retencion

A continuacién se muestra la dependencia predicha del logaritmo natural del factor de capacidad
cromatografica (k), para imidazoles metil y fenil-sustituidos. Utilizando los valores de la base
de datos UFZ-LSER vy los calculados por el programa Chromdream a diferentes fracciones de
metanol en la fase movil. En la Figura 3.11 se muestran las curvas obtenidas experimentalmente

para el 2-MI y 2-El en la columna EC-Cis a 35 °C, asi como los valores de In & reportados en la

base de datos [38] y producidos por el programa Chromdream, ambos calculados a 25 °C.
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Figura 3.11 Dependencia del logaritmo natural del coeficiente de retencion cromatografica con el porcentaje de
metanol para los imidazoles 2-MI y 2-EI. Linea continua (—) valores obtenidos experimentalmente a 35 °C, linea

discontinua (— —) simbolos abiertos: calculados mediante el programa Chromdream, simbolos semi-llenos: valores
reportados en la base de datos UFZ-LSER a 25 °C.
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La pendiente es negativa cuando se grafican los datos calculados mediante el programa
Chromdream y los obtenidos experimentalmente; mientras que la que resulta con los valores
reportados en la base datos es positiva, lo cual es incoherente con la polaridad de la fase movil.
Se observa una coincidencia para el 2-MI cuando la fraccion de metanol es 0.2, mientras que
para el 2-EI los valores calculados y los experimentales coinciden a la composicion 0.7 de

metanol.

En la Figura 3.12 se presentan las dependencias para los imidazoles fenil-sustituidos en la fase
estacionaria EC-Cig a 35 °C con los valores de In k reportados en la base de datos y calculados

por el programa Chromdream a 25 °C.
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Figura 3.12 Dependencia del logaritmo natural del coeficiente de capacidad cromatografica con el porcentaje de
metanol para 2-FI, 4-FI, 4,5-DFI y 2,4,5-TFI. Linea continua (—) valores obtenidos experimentalmente a 35 °C,

linea discontinua (— —) simbolos abiertos: valores calculados con el programa Chromdream, simbolos semi-llenos:
valores reportados a 25 °C en la base de datos UFZ-LSER.
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Para los imidazoles fenil-sustituidos se observa el mismo comportamiento de las pendientes,
que el presentado por los metil-imidazoles. Los valores de In & del 2-FI coinciden con los del 4-
FI en todo el intervalo de composicion, tanto para los valores experimentales, como para los
valores calculados por el Software Chromdream. Ademas, los valores calculados son mayores
que los experimentales, probablemente por la diferencia en las fases estacionarias. ODS
Spherisorb en los calculados y Cis core-shell en los experimentales. Finalmente, para el 4,5-DFI
y el 2,4,5-TFI se observa un comportamiento similar y el valor calculado—experimental

converge cuando la composicion es 100% de metanol.

El comportamiento equivocado que resulta con los valores reportados en la base de datos UFZ-
LSER, puede corresponder a los valores asignados a los descriptores para calcular el In £ de los
imidazoles estudiados. El sitio advierte esto en la prediccion y se enfatiza usar con cautela los

valores calculados.

3.5.  Correlaciones estructurales

Estudios previos indican que el coeficiente de capacidad log & se puede relacionar con ciertos
parametros moleculares como: Area hidrofobica, la polarizabilidad y la refractividad molar.
Estas relaciones se exploraron para la fase estacionaria EC-Cis empleando los datos
experimentales de log &, obtenidos con la columna Poroshell EC-Ciga 35 °C, asi como los datos
calculados para la columna ODS Spherisorb a 25 °C [51]. La Figura a 3.13 presenta las
correlaciones obtenidas y la Tabla 3.12 su evaluacion para los imidazoles fenil-sustituidos. Para
las tres propiedades moleculares consideradas, su correlacion con los valores experimentales de
log k. presentan menor coeficiente de correlacion R? que los valores calculados y ninguno de
los tres parametros destaca por ser una mejor correlacion. Esto puede deberse a que los valores

calculados de log k. utilizan a estos parametros moleculares.
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Figura 3.13 Correlacion del logaritmo de 4, en las columnas Poroshell EC-Cis experimental a 35 °C y ODS
Spherisorb calculado a 25 °C con el area hidrofobica (A), polarizabilidad (B) y refractividad molar (C).

Tabla 3.11 Valores de la correlacion lineal para log ki exper Obtenidos en la columna Poroshell
EC-Cig a 35 °Cy log kw,cal calculados a 25 °C, comparados con log Pcas y log kw,ca obtenidos de
forma tedrica en la columna Spherisorb Cis en el programa Chromdream a 25 °C para los
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Figura Correlacién b M R?

3.13A log k3’25 vs Area hidrofobica 0.25+0.55 1.07+0.37 0.64
3.13A log k2°.5 vs Area hidrofébica 4.34+0.56 5.42+0.38 0.98
3.13B log kﬁ,?e;cper vs Polarizabilidad -0.26+0.74 0.08+0.02 0.61
3.13B log k2>.5 vs Polarizabilidad 1.60+0.71 0.41:0.02 0.98
3.13C log kﬁ,?e;cper vs Refractividad molar -0.42+0.63 0.03+0.00 0.73
3.13C log k2>.5 vs Refractividad molar 1.50+1.30 0.160.02 0.94
3.14A log k2°.5 vs log Pea 0.03+0.03 0.75+0.00 0.99
3.14B log kﬁ,?e;cper vs log Pcal 0.31+0.14 0.63+0.04 0.97
3.14C log k2%.5 vs log K.cal -4.46+0.05 0.80+0.01 0.99
3.14D log ki exper Vs 10g Ky cal 0.67+0.35 0.440.10 0.82

En la Figura 3.14 se muestran las dependencias de log kw.exper (35 °C) en la fase estacionaria EC-

Cis y de log k calculados (25 °C) con los valores de log Pca y 10g kw,car obtenidos de forma

teodrica para la columna Spherisorb ODS con el programa Chromdream a 25 °C.
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Figura 3.14 Dependencias de log k. exper Obtenidos experimentalmente a 35 °C en la columna Poroshell EC-Cis y

el calculado log kv car @ 25 °C vs. log Pear y log ki car Obtenidos de forma tedrica en la columna Spherisorb ODS en
el programa Chromdream a 25 °C.

Se puede observar una correlacion cuando se relacionan los valores experimentales obtenidos a
35 °C, (Figura 3.14 (B) y 3.14 (D)) con los valores calculados log Pca y log kw,ca. Esto se
confirma con los valores de R?=0.97 y 0.82, respectivamente. Cuando ambos pardmetros son
comparados a 25 °C (Figura 3.14 (A) y 3.14 (C)) el valor del coeficiente de determinacion es
R? = 0.99. Esto se debe a que los datos calculados con el programa Chromdream son
determinados con una temperatura a 25 °C. Los valores de la regresion lineal estdn descritos en

la Tabla 3.12 para las Figuras 3.13 y 3.14.
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3.6.  Separacion de mezclas modelo de imidazoles

Se prepararon dos mezclas modelo de los imidazoles, la primera con los cuatro compuestos
fenil-sustituidos y la segunda con el imidazol y compuestos metil- y etil-sustituido para ser
separados usando las fases estacionarias: EC-Cis, hidroxipropano y grafito. También se
calcularon los parametros cromatograficos de cada separacion. En la Figura 3.15 se presenta el
cromatograma obtenido con la deteccion a la longitud de onda de 270 nm. Se observan los picos
correspondientes a los componentes de la mezcla de imidazoles fenil-sustituidos. La cercania
en los tiempos de retencidon se observa desde las dependencias construidas del logaritmo de
retencion cromatografica (k) para el 2 y 4-FI, en la seccion 3.2 con la fase estacionaria EC-Cis.
Esta fase estacionaria posee una cadena hidrocarbonada de 18 carbonos, enlazada a particulas
de silice superficialmente porosas que recubren a un nucleo; por ello el nombre Poroshell. Esta
fase estacionaria produce una buena resolucién como puede observarse en el cromatograma con
picos esbeltos. En la Tabla 3.13 se muestran los valores de los pardmetros cromatograficos. Este
cromatograma fue obtenido mediante RP-HPLC donde la elucion de los analitos estd

relacionada con su polaridad.
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Figura 3.15 Cromatograma de una mezcla modelo de los imidazoles sustituidos con grupos fenilo usando la fase
estacionaria EC-Cjg con una velocidad de flujo de 0.7 ml/min a 35 °C. El gradiente se describe en la Tabla 2.5.

De manera general, en RP-HPLC el orden de elucion de los analitos es del compuesto mas polar

al menos polar. Por esta razdn, los imidazoles separados en este cromatograma inician con la
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elucion del 2 y el 4-F1, los mas polares en comparacion con el 2,4,5-TFI. La sustitucion con tres
grupos fenilo en las posiciones 2, 4 y 5 del imidazol confieren al 2,4,5-TFI afinidad por la fase
estacionaria y por ello se retiene mayor tiempo en la columna cromatografica. Con este método

cromatografico el tiempo de analisis fue menor a 10 minutos.

Tabla 3.12 Valores de los parametros cromatograficos de separacion de una mezcla modelo de

imidazoles sustituidos con grupos fenilo, por la fase estacionaria EC-Cig a 35 °C y el gradiente
descrito en la Tabla 2.5.

Parametros cromatograficos 2-FI 4-F1 4,5-DFI 2,4,5-TFI
Factor de capacidad (k) 2.2 3.6 10.3 13.9
Factor de separacion con respecto a 2-FI (o) 1.6 2.9 1.3
Factor de asimetria (F) 0.74 0.84 0.99 0.62

Numero de platos tedricos (V) en 50 mm: 27,304
Altura equivalente de platos teérico (AEPT): 1.8 um

En la Figura 3.16 se aprecia el cromatograma obtenido con deteccion a una longitud de onda de
210 nm. La columna HILIC posee una fase estacionaria conformada por una superficie de silice

anclada a ella una cadena de (DHP) con grupos diol en su estructura y es util en la separacion

de compuestos polares.
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Figura 3.16 Cromatograma obtenido de una mezcla modelo de imidazoles sustituidos con grupos metilo en la
columna HILIC con una velocidad de flujo de 0.7 ml/min a 35 °C y el gradiente descrito en la Tabla 2.6.



En la Tabla 3.14 se muestran los valores calculados de los pardmetros cromatograficos. Este
cromatograma fue obtenido mediante cromatografia con un gradiente de composicion, donde la
elucion de los analitos esta relacionada con su polaridad. La elucion de esta mezcla de
imidazoles es del compuesto mas polar al menos polar. Por ello, el I eluye en primer lugar
seguido del 1-MI con polaridad similar. La selectividad o = 1.1 de la separacién de los dos
componentes indica una resolucion incompleta. Un segundo grupo metilo en el 1,2-DMI
produce un considerable incremento en la retencién en comparacion con 1-MI. Si los dos atomos
forman parte del sustituyente etilo en la posicion 2, la retenciéon aumenta y se resuelve
incompletamente del 1,2-DMI, también con o = 1.1. Como se explicd en secciones anteriores,
estos imidazoles poseen poca afinidad por la fase estacionaria a menores composiciones de
metanol, por ende, seria una ardua tarea separarlos en una fase estacionaria EC-Cg debido a las
interacciones con cadenas hidrocarbonadas de gran tamafo. Los componentes de la mezcla
modelo de imidazoles metil-sustituidos se separaron con un tiempo de analisis menor a 20
minutos.

Tabla 3.13 Valores de los parametros cromatograficos de separacion de una mezcla modelo de

imidazoles sustituidos con grupos metilo, por la fase estacionaria DHP a 35 °C y el gradiente
descrito en la Tabla 2.6.

Parametros cromatograficos 1 1-MI 1,2-DMI 2-El
Factor de capacidad (k) 1.2 1.3 5.1 5.5
Factor de separacion con respecto a I (a) 1.13 3.78 1.09
Factor de asimetria (F) 0.85 0.85 1.6 2.1

Numero de platos tedricos (N) en 150 mm: 20,633
Altura equivalente de plato tedrico (AEPT): 7.3 um

En la Figura 3.17 se observa el cromatograma obtenido con deteccion a una longitud de onda
de 270 nm para imidazoles fenil-sustituidos en la columna Hypercarb, que contiene una fase
estacionaria de G, que le confiere una superficie totalmente hidrofobica en comparacion con las

otras fases estacionarias.
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Figura 3.17 Cromatograma obtenido de una mezcla modelo para los imidazoles sustituidos con grupos fenilo en la
columna Hypercarb en régimen isocratico con 100% MeOH con una velocidad de flujo de 0.7 ml/min a 35 °C.

Tabla 3.14 Valores de los parametros cromatograficos para una mezcla modelo de imidazoles
sustituidos con grupos fenilo, por la fase estacionaria de G a 35 °C.

Parametros cromatograficos 2-FI 4-F1 4,5-DFI 2,4,5-TFI
Factor de capacidad (k) 13.4 18.0 24.4 256.4
Factor de separacion con respecto a 2-FI (a) 1.34 1.35 10.50
Factor de asimetria (F) 1.6 23 1.6

Numero de platos tedricos (N) en 50 mm: 20,915
Altura equivalente de platos teérico (AEPT): 2.4 um

Los imidazoles separados en esta columna poseen una gran afinidad por la fase estacionaria
como se observa de los altos valores del coeficiente de capacidad cromatografica (k), reportados
en la Tabla 3.15, asi como incompleta resolucion entre el 4,5-DFI y el 4-FI, el cual presenta un
pico asimétrico. Sin embargo, en la cromatografia de fase inversa el orden de elucion de los
analitos de acuerdo con su polaridad podemos observar como el 2,4,5-TFI es el compuesto con
mayor afinidad por la fase estacionaria hidrofébica debido a que permanece mas tiempo

interaccionando con la fase estacionaria y no alcanza a eluir completamente durante el tiempo

de analisis (~120 min).
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3.7. Autoasociacion del 4-metil-imidazol.

Peral y Gallego demostraron por espectroscopia UV la autoasociaciéon del imidazol y sus
derivados metilados en disolucion acuosa, en dependencia del pH y la posicion del sustituyente
metilo [52]. El reactivo 4-MI utilizado en esta tesis, tenia 25 afios en el laboratorio y al analizarlo
mediante RP-HPLC con la fase estacionaria Cs, se obtuvo el cromatograma que se presenta en

la Figura 3.18 (A). También se analiz6 un reactivo nuevo.

nuevo A) — — andlisis a 20 °C B)
envejecido

100 —
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Figura 3.18 Cromatogramas obtenidos mediante el detector de arreglo de diodos (DAD) para el 4-MI en la fase
estacionaria Cs, en régimen isocratico 75% MeOH, con 0.1% de 4cido férmico, con una velocidad de flujo de 0.7
ml/min. (A) Cromatograma a 20 °C del 4-MI nuevo y envejecido. (B) Cromatograma del 4-MI nuevo analizado a
20y 35 °C.

Con el reactivo envejecido se observo un pico ancho, achatado en su 4pice y con cola. La
anchura de un pico estd relacionada con la eficiencia de una columna, pero los dos
cromatogramas en la Figura 3.18 (A) corresponden a la misma columna. La cola podria
atribuirse a una fuerte interaccion del 4-MI con la fase estacionaria Cs, lo cual es poco probable,
aunado al corto tiempo de elucion. La falta de apice agudo junto con los dos hechos
anteriormente mencionados apunta a la presencia de otra especie muy similar al 4-MI. En la
Figura 3.18 (B), se compara el 4-MI nuevo, analizado a 20 y 35 °C, en donde no se observa un
efecto de la temperatura sobre la forma del pico. La muestra se analiz6 entonces mediante RP-
HPLC-DAD-MS/QqQToF para explorar la naturaleza e identidad del pico ancho de la Figura
3.18 (A).
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Con los resultados cromatograficos que arrojo el detector de espectrometria de masas, se
manifestd que el pico ancho corresponde a un dimero del 4-MI que se forma por puente de
hidrégeno. La velocidad de la reaccion en la formacion del dimero, no depende de la temperatura

y es lenta, transcurre en estado solido y el dimero se mantiene cuando es disuelto en metanol.

En la Tabla 3.16 se reportan los valores de las masas para el 4-MI nuevo, envejecido y el dimero

analizados a 20 °C, con deteccidn en ionizacion positiva.

De acuerdo con Peral y Gallego, la formacion de mayores asociados del 4-MI tiene lugar a pH
acido [52] y los efectos espectroscOpicos evidencian apilamiento vertical por transiciones
n—71*, asi como puente de hidrogeno por las del tipo n —>m*. Sin embargo, la dimerizacion del
4-MI imidazol se evidencid espectroscopicamente s6lo a valores acidos y basicos de pH y es

menos favorecida que la del 2-MI debido al efecto orto del grupo metilo.
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Tabla 3.15. Valores de las masas para el 4-MI nuevo, envejecido y el dimero ionizadas en modo

positivo.
4-Metilimidazol | M [M+H]" EIC MS
4200
CHj 100 — 20°C | 83.0604
N)N - 2800 —
\u 50 — |
NH | 1400 —
0 T | T 0 T || T III |i
Reactivo 20 25 30 81 82 83 84
5000
nuevo 821060 830604 100 — 35 °C 83.0604
50 — 2500 —
<
. 0 T | T 0 T || T Il T |I
= 20 25 30 81 82 83 84
= 5000
© 100 — 20°C 83.0604
= | |
- 50 —| 2500 —
Reactivo 82.1060 | 83.0604 = i -
envejecido o |
+ O T | T O T |I T i T
= 20 25 30 81 82 83 84
— 20°C 8000
:CHs 100 165.1135
/N\éN 50 — 4000 —
H CH . -
< ® 16411 | 165.1135
\\ - 0 T T 0 n ||
No. NH [ T 7
~ 2.0 25 164 165 166
, Tiempo (min) m/z
Dimero
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CONCLUSIONES

La retencion del grupo de los metil-imidazoles contrasta con la que presentan los fenil-
imidazoles en RP-HPLC.

El 2,4,5-trifenilimidazol se retiene 5 veces mas en la fase estacionaria EC-Cig con
metanol como fase movil que, con acetonitrilo, no obstante que la polaridad de ambos
disolventes es similar.

El sustituyente fenilo en la posicion 2 y 4 del imidazol no produce una diferencia en la
retencion cromatografica en el sistema fase estacionaria EC-Cig — fase movil metanol
con agua.

Las fases estacionarias C4, Cs, asi como la Cig muestran la interaccion solvofobica y una
dependencia lineal con la polaridad de la fase movil para imidazoles sustituidos en la
posicion 4 con un grupo metilo o fenilo.

La fase estacionaria G revela menos que la EC-C;s, la interaccion solvofobica y mas la
interaccion hidrofobica.

La fase estacionaria DHP permite la retencion diferenciada de los metil-imidazoles, la
cual es igual para el 2-etilimidazol y para el 1,2-dimetilimidazol, pero diferente para el
2-etilimidazol y el 2-metilimidazol.

Los valores de entalpia de adsorcion por la fase estacionaria EC-Cig de los imidazoles
con sustituyente metilo, etilo y fenilo en la posicién 2 aumenta con el aumento del area
hidrofébica de la molécula y se cumple la compensacion entropica para los imidazoles
fenil sustituidos.

Con los datos de retencion en la fase estacionaria EC-Cisg, se reportan por primera vez
datos experimentales de log k. de los fenil-imidazoles, comparables con los valores de
log P calculados.

La retencion experimental de los metil-, etil- y fenil-imidazoles por la fase estacionaria
Cig difiere de la prediccion de la retencion reportada en la base de datos y es cercana a

la calculada por el software Chromdream para la fase estacionaria ODS Spherisorb.
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Para los fenil-imidazoles y la fase estacionaria EC-Cig, se observa una correlacion lineal

(R*=0.97) entre log k3% vs 10g Peu

Los componentes de mezclas modelo de los imidazoles agrupados por tipo de
sustituyente pueden ser separados en las fases estacionarias EC-Cis, DHP y G.

Se reporta la formacion de un asociado, formado mediante enlaces por de hidrégeno,

para un dimero del 4-MI.
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A. Tabla de reactivos

Anexos

Tabla A1. Reactivos utilizados en los experimentos realizados en esta tesis.

Reactivo Formula Marca Caracteristicas
1,2-dimetilimidazol CsHsN» Merck®

1-metilimidazol C4HeN; Merck®

2,4,5-trifenilimidazol C21Hi6N:2 Aldrich Chemical®  Pureza 98%
2-etilimidazol CsHsN» Aldrich Chemical®  Pureza 98%
2-fenilimidazol CoHsN» Merck® Pureza 98%
2-metilimidazol C4HgN> Chem Service™

4,5-difenilimidazol CisHi2N Aldrich Chemical®  Pureza 98%
4-fenilimidazol CoHsN; Fluka® Pureza 99%
4-metilimidazol-envejecido C4HeN2 Chem Service®
4-metilimidazol-nuevo C4HeN> Sigma Aldrich® Pureza 99%
Imidazol CsHaN; Aldrich Chemical®  Pureza 98%
Nitrito de sodio NaNO; Aldrich Chemical®  Pureza 99%

B. Tabla de equipos

Tabla B1. Equipos utilizados durante el desarrollo de esta tesis.

Equipo Marca Modelo

Balanza analitica Ohaus D250
Cromatografo de liquidos Agilent Serie 1200 infinity
Detector de arreglo de diodos Agilent Serie 1260 infinity
Detector de longitud de onda multiple Agilent Serie 1260 infinity
Detector Q-ToF-MS Agilent Serie 6520
Espectrofotometro UV-Vis HACH DR 5000
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